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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Tumorimpf staff, bei dem die Immunogenic von Tumorzellen, tumorassoziierten Antigencn oder 
anucenen Teilstrukturen durch gentechnische Modifizierung oder durch chemische Bindung an ein exogenes Hitzeschockprotein veretflrkt 
wird. Bevorzugt cingesetzt werden mikrcbielle Hitzeschockprcteine bzw. dercn Gene, die aus Mycobakterien, Escherichia coli oder aus 
Chlamydia trachomatis erhalten werden. 
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Tumorimpfstoff fur die Immuntherapie von malignen Tumoren 

Beschreibuna 

5 Die Erf indung betrifft die Herstellung eines Impfstoffes 
aus gentechnisch modif izierten Turaorzellen beziehungswei- 
se aus biochemisch isolierten tumorassoziierten Antigenen 
oder synthetisch hergestellten antigenen Teilstrukturen 
fur die Immuntherapie von malignen Tumoren. Anwendungsge- 
10 biete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeuti- 
sche Industrie. 

Die grundlegende Therapie solider maligner Tumoren ist 
die chirurgische oder strahlentherapeutische Entfernung 

15 des Primartumors. Bei systemischen Formen der Krebser- 
krankung oder chirurgisch nicht erreichbaren Tumormeta- 
stasen fuhrt man eine Chemo therapie durch oder versucht 
eine biologische Therapie. Theoretisch gesehen ist die 
Erzeugung einer gegen Krebszellen gerichteten Iramunant- 

20 wort; die zur Zerstorung der Krebszellen fuhrt, das ge- 
sunde Gewebe aber nicht behelligt, die optimale Methode, 
um Tumormetastasen zu bekampfen. DaB es prinzipiell mog- 
lich ist, eine gegen Krebszellen gerichtete Immunantwort 
zu erzeugen, wird durch Ergebnisse von Impf versuchen mit 

25 tierexperimentellen Tumoren sowie auch mit einigen Tumo- 
ren des Menschen belegt. 

Es sind jedoch noch Hemmnisse zu uberwinden, ehe diese 
Form der aktiven spezifischen Immunisierung zur Therapie 

30 von Krebserkrankungen eine breitere klinische Anwendung 
finden kann. Eines der groBten Hemmnisse ist die geringe 
Immunogenitat spontan entstandener Tumoren. Unstrittig 
ist, daB die raeisten Tumoren, auch diejenigen des Men- 
schen, tumorassoziierte Antigene besitzen, durch die sie 

35 sich vom gesunden Gewebe unterscheiden . Da Tumoren jedoch 
korpereigenes Gewebe darstellen, registriert das Immunsy- 
steiu lediglich die Existenz tumorassoziierter Antigene 
auf den malignen Zellen, ist aber von sich aus nicht in 
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der Lage, eine wirksame Abwehrreaktion gegen die nativen 
Tumorzellen 2ustandezubringen . 

Um eine wirksame immunologische Abwehrreaktion gegen ma- 
5 ligne Tumoren hervorzuruf en , ist es unerlafllich, die Im- 
rounogenitat derjenigen Tumorzellen oder tumorassoziierten 
Antigene mit denen man eine Impfung vornehmen will, 
kunstlich zu verstarken. Bei Tumorzellimpf stof f en kann 
dieses dadurch geschehen, dafl man die Tumorzellen che- 

iO misch, enzymatisch oder durch Hinzufiigen apathogener Vi- 
ren bzw. abgeschwachter Tuberkelbakterien (BCG) auflerlich 
modifiziert oder gentechnisch durch Ubertragung z.B. ei- 
nes Zytokingens verandert (Specific Immunotherapy of Can- 
cer with Vaccines, eds. Bystryn et al . , Ann NY Acad Sci 

15 690 (1993); Pardoll, Curr Opin Immunol 4, 619-623 

(1992) ). Subzellulare, losliche tumorassoziierte Antige- 
ne, z.B. Proteine oder Peptide mit entsprechenden im- 
mundominanten Epitopen aus Melanomzellen (van der Bruggen 
et al., Science 254, 1643-1647 (1991), Adenokarzinomen 

20 (Taylor-Papadimitriou et al., Ann NY Acad Sci 690, 69-79 

(1993) ) oder anderen Tumoren (Slingluff et al., Curr Opin 
Immunol 6, 733-740 (1994)) mussen an ein immunogenes Tra- 
germolekiil gebunden werden, um ihre schwache Immunogeni- 
tat zu verstarken bzw. sie uberhaupt immunogen zu machen. 

25 Peptide ohne TrSgermolekQl wirken in der Regel lediglich 
als Hapten, d.h. sie reagieren zwar mit einem entspre- 
chenden peptidspezif ischen Antikorper, konnen aber selbst 
keine Immunantwort hervorrufen. Als Tragermolekul werden 
bestimmte Serumproteine oder bakterielle Toxoide verwen- 

30 det. Vor der Impfung wird dem Konjugat aus Peptid und 
Tragermolekul ablicherweise ein Adjuvans zugefugt, wo- 
durch die Immunantwort nochraals verstarkt wird. 

Prinzipiell wird die Immunantwort erkennbar an Hand der 
35 Bildung antigenspezif ischer Antikorper und/oder T- 
Lymphozyten. Wie Ergebnisse von tierexperimentellen Un- 
tersuchungen und in-vitro-Tests mit humanen Tumorzellen 
zeigen, kommt es bei der Erzeugung einer therapeutisch 
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wirksamen Inununantwort gegen Krebszellen in erster Linie 
auf eine durch T-Lymphozyten vermittelte ImmunitSt an und 
weniger auf die Bildung von AntikOrpern (HellstrOm and 
HellstroiTt, Ann NY Acad Sci 690, 24-33 (1993 )). Allerdings 
5 existieren bisher keine klaren Vorstellungen daruber, wie 
man bei einer Impfung von Tumorpatienten rait tumorassozi- 
ierten Antigenen oder kurzkettigen Peptiden verfahren 
mufi, um vor allem die Bildung tumorantigenspezif ischer T- 
Lymphozyten hervorzuruf en (Time of Truth for Cancer Vac- 
10 eines, J Natl Cancer Inst 86, 330-331 (1994)). 

Das Ziel der vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen 
Tumorimpfstoff bereitzustellen, der es gestattet, sowohl 
Tumorzellen als auch tumorassoziierte Antigene oder anti- 

15 gene Teilstrukturen fur eine wirksame Abwehrreaktion ge- 
gen native Tumorzellen einzusetzen. Die Aufgabe der Er- 
findung bestand dabei darin, die immunogenitat von als 
Impfstoff verwendeten Tumorzellen, tumorassoziierten An- 
tigenen oder antigenen Teilstrukturen durch gentechnische 

20 Modif izierung der Tumorzellen beziehungsweise durch bio- 
chemische Modif izierung von tumorassoziierten Antigenen 
oder antigenen Teilstrukturen wirksam zu verstarken und 
dabei insbesondere die durch T-Lymphozyten vermittelte 
Iiuinunitat zu stimulieren. 

25 

Uberraschend konnte diese Aufgabe durch gentechnische Mo- 
difizierung von Tumorzellen, die erf indungsgemaB zus£tz- 
lich das Gen eines exogenen Hitzeschockproteins enthalten 
oder durch Bindung von tumorassoziierten Antigenen oder 
30 antigenen Teilstrukturen an ein exogenes Hitzeschockpro- 
tein gelost werden. 

Der erf indungsgemaBe Tumorimpf stof f enthalt Tumorzellen, 
die das Gen eines exogenen Hitzeschockproteins enthalten 
35 beziehungsweise tumorassoziierte Antigene oder antigene 
Teilstrukturen, die an ein exogenes Hitzeschockprotein 
gebunden sind. 
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Bevorzugt wird ein mikrobielles Hitzeschockprotein bezie- 
hungsweise sein Gen verwendet. Besonders bevorzugt sind 
das Gen von Hitzeschockproteinen beziehungsweise Hitze- 
schockproteine aus Mycobakterien, Escherichia coli und 
5 aus Chlamydia trachomatis, insbesondere sind es die Hit- 
zeschockproteine HSP65 und HSP70 aus Mycobakterien, HSP70 
aus Escherichia coli (DnaK) sowie HSP60 und HSP70 aus 
Chlamydia trachomatis. 

10 Zur Herstellung des Tumorimpf stof f es eignen sich autologe 
Tumorzellen, die mit Hilfe mechanischer oder enzymati- 
scher Methoden aus chirurgisch entferntem Turaorgewebe 
isoliert werden. Tumorzellinien, die von allogenen Tumo- 
ren gleicher Histologie stammen, konnen ebenf alls verwen- 

15 det werden, ein Beispiel dafur sind Zellen einer Colon- 
karzinoralinie, wie z.B. die Linien LS174T oder LOVO. Der 
Impfstoff wird postoperativ verabfolgt, vor der Applika- 
tion werden die Tumorzellen durch radioaktive Bestrahlung 
devitalisiert. 

20 Infolge der Bereitstellung dieses erf indungsgemaBen Tumo- 
rimpfstoffes durch Einschleusen des Gens eines exogenen 
Hitzeschockproteins und dessen Expression werden die Tu- 
morzellen nachhaltig verfremdet und damit starker immuno- 
gen. Das Gen des Hitzeschockproteins wird z.B, in den 

25 Vektor pcDNA3 (Invitrogen Corp.) insertiert. Die Ein- 
schleusung und Expression des Gens eines Hitzeschockpro- 
teins erfolgt nach an sich bekannten Methoden, wie z.B. 
durch Transfektion mit dem liposomalen Reagenz DOTAP 
(Boehringer Mannheim GmbH) nach Feigner et al. Proc Natl 

30 Acad Sci USA 84 (1987), 7413-7417, Li et al. Biochemica, 
30-31 (1995). 

Danach konnen Tumorimpf stof fe fur die Behandlung von Pa- 
tienten mit Karzinom, Sarkom, malignem Melanom, Leukamie 
oder malignem Lymphom hergestellt werden. 

35 

GemaB der Erfindung werden auch biochemisch isolierte tu- 
morassoziierte Antigene und synthetisch hergestellte an- 
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tigene Teilstrukturen verwendet. Ein tumorassoziiertes 
Antigen ist beispielsweise das Carcinoembryonale Antigen. 
Als synthetisch hergestellte . antigene Teilstrukturen wer- 
den gemafi der Erfindung synthetisch hergestellte Mucin- 
5 peptide, insbesondere Monoraere und Oligomere der Mucin- 
peptide MUC1 und MUC2 eingesetzt. 

Der Tumor impfs toff wird nach an sich ublichen Methoden 
unter sterilen Kautelen hergestellt, in dem das Hitze- 
10 schockprotein chemisch an die tumorassoziierten Antigene 
oder antigenen Teilstrukturen gebunden wird. 

Mit dem erf indungsgeraaflen Tumorimpf stof f wird eine neuar- 
tige Strategie verfolgt. Durch die gentechnische Modifi- 

15 zierung von Tumorzellen mit dem Gen eines Hitzeschockpro- 
teins beziehungseise durch die Bindung an ein exogenes 
Hitzeschockprotein wird uberraschend die Immunogenitat 
von Tumorzellen und von tumorassoziierten Antigenen oder 
antigenen Teilstrukturen wirksam verstarkt, d.h. es wird 

20 dadurch erstmalig moglich, auch tumorassoziierte Antigene 
oder antigene Teilstrukturen gezielt einzusetzen und da- 
durch die durch T-Lyraphozyten vermittelte Iramunitat zu 
stimulieren. 

25 Die erfindungsgemaBen Tumorimpf stof f e werden fur die Be- 
handlung von Patienten mit Karzinom. Sarkom oder malignem 
Melanom verwendet und vcrzugsweise postoperativ verab- 
folgt. 
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Patentanspruche 

1. Tumorimpf stof f fur die Immuntherapie von Tumoren ent- 
haltend Tumorzellen, tumorassoziierte Antigene oder 
antigene Teilstrukturen, wobei die Tumorzellen das 
Gen eines exogenen Hitzschockproteins enthalten, und 
die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen an ein exogenes Hitzeschockprotein gebun- 
den sind. 

2. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

als Tumorzellen devitalisierte autologe oder allogene 
Tumorzellen eingesetzt werden. 



3. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen biochemisch isoliert oder synthetisch her- 
20 gestellt werden. 

4. Tumorimpf stof f nach einem der Ansprtiche 1 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

als tumorassoziierte Antigene oder antigene Teil- 
25 strukturen synthetisch hergestellte Mucinpeptide ver- 

wendet werden. 

5. Tumorimpf stof f nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

30 synthetisch hergestellte Monomere oder Oligomere der 

Mucinpeptide MUC1 und MUC2 verwendet werden. 

6. Tumorimpf stof f nach einem der Anspruche 1 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

35 als tumorassoziiertes Antigen oder antigene Teil- 

strukturen Carcinoembryonales Antigen oder antigene 
Teilstrukturen des Carcinoembryonalen Antigens ver- 
wendet werden. 
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7. Tumorimpf stof f nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das exogene Hitzeschockprotein ein mikrobielles Hit- 
5 zeschockprotein ist. 

8. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP65 aus Mycobak- 
10 terien ist, 

9. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Mycobak- 
15 terien ist. 

10. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Escheri- 
20 chia coli (DnaK) ist. 

11. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP60 aus Chlamy- 
25 dia trachomatis ist. 



12. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Chlamy- 
30 dia trachomatis ist. 

13. Verwendung eines Tumorimpf stof fes nach einem der An- 
sprttche 1 bis 12 zur Behandlung von Patienten mit 
Karzinora, Sarkom, malignem Melanom, Leukamie oder ma- 

35 lignem Lymphom. 
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14. Verfahren zur Herstellung eines Tumorimpf stof fes nach 
einem der Anspruche 1,2 und 7 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet , daB 

man in Tuinorzellen die cDNA des Gens eines Hitze- 
5 schockproteins einschleust und dort zur Expression 

bringt. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Tumorimpf stof fs fur 
die Imrauntherapie nach den Anspruchen 1 und 3 bis 12 , 

10 dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzschockprotein an die tumorassoziierten Anti- 
gene oder antigenen Teilstrukturen gebunden wird. 
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The invention concerns a rumour vaccine in which the immunogenic^ of rumour cells, rumour associated antigens or antigen partial 
structures are reinforced through genetic modification or through chemical bonding to an exogenous thermal shock protein. The use of 
microbial thermal shock proteins or their genes is preferred which are derived from mycobacteria, Escherichia colt or from Chlamydia 
trachomatis. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Turn orimpfs toff, bei dem die Immunogenic von Tumorzellen, rumorassoziierten Antigcnen oder 
anticcnen Teilstrukturen durch gentechnische Modinzierung oder durch chemischc Bindung an cin exogenes Hitzeschockprotein verstarkt 
wird Bevonugt eingesetzt werden mikrobiellc Hitzeschockproteinc bzw. deren Gene, die aus Mycobaktencn, Escherichia coli oder aus 
Chlamydia trachomatis erhalten werden. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgcn dcr Schriftcn, die intemationale 
Anmeldungen gemass dcm PCT vcroffcntlichcn. 



AM 


Armcnicn 


GB 


Vereinigies Konigreich 


MX 


Meiiko 


AT 


Osreneich 


CE 


Georgien 


NE 


Niger 


AU 


Ausiralien 


GN 


Guinea 


NL 


Nicderlanoe 


BB 


Barbados 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BE 


Belgien 


HU 


Ungam 


NZ 


Neusecland 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irtand 


PL 


Polen 


BG 


Bulgarien 


IT 


{(alien 


FT 


Portugal 


BJ 


Benin 


JP 


Japan 


RO 


Rumlnien 


BR 


Brasilicn 


KE 


Kenya 


RU 


Ruasische Federation 


BY 


Bclanu 


KG 


Kirgisisian 


SD 


Sudan 


CA 


Kanada 


KP 


Demokraiische Volksrcpublik Korea 


SE 


Schweden 


CF 


Zemrak Afrikanische Republik 


KR 


Republik Korea 


SG 


Singapur 


CG 


Kongo 


KZ 


Kaaachsian 


SI 


Slowenien 


CH 


Schweii 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Stewakei 


C! 


Cote d'lvoirc 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CM 


Kamerun 


LR 


Liberia 


SZ 


Swaziland 


CN 


China 


LK 


Liuuen 


TD 


Tschad 


CS 


Tsc hechos lo wake i 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tjchechische Republik 


LV 


Leitland 


TJ 


Tadschikiiian 


DE 


Dcutschland 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


OK 


Dane mark 


MD 


Republik Moldau 


UA 


Ukraine 


EE 


Est land 


MG 


Madagaskar 


UG 


Uganda 


ES 


Spanien 


ML 


Mali 


US 


Vereinigie Siaaien von Amerika 


Fl 


Finn land 


MN 


Mongolei 


UZ 


Uzbekistan.. 


FR 


Frank re ich 


MR 


Mauretanien 


VN 


Vietnam 


GA 


Gabon 


MW 


Malawi 







INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



(Men* il Application No 

PCT/DE 97/00172 



A. CLASSIFICATION OH SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K39/00 A61K39/385 



According to lw«na«cnil Patent Classficaoon (IPQ or «. botf. naoonal daear.cabon and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



M,n,mum docvmo.ui.on searched (dW.c.fon system followed by cla^hcaoon symbol,) 

IPC 6 A61K 



Documcnuoon searched otter man mrumu m flocumcntaoon to ihc cren, that tuch documents are .nc.ud.d m the Odd. searched 



EUdrowc dau base consulted dunng the . n.emaoonai search (name of dau base and. where pracocal, search term, used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Guton of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



WO 94 11513 A (MEDICAL RES COUNCIL 
•COLSTON MICHAEL JOSEPH (GB); LOWRIE 
DOUGLAS () 26 May 1994 
see page 1, line 28 - page 12, line 3 

TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, 

vol. 14, January 1996, -CAMBRIDGE GB, 

pages 17-20, XP002037582 

SATISH JINDAL: "HEAT SHOCK 

PROTEINS:APPLICATIONS IN HEALTH AND 

DISEASE" 

see the whole document 

-/- 



Relevant to claim No. 



Further documents are bsted in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



• Speaal categories of oted documents : 

'A* document defining the general stale of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
'E' earlier document but published on or after the international 

mini da* ' 
*f document which may throw doubts on priority daim(s) or 

which is a ted to establish the publication date of another 

canon or other speaal reason (as specified) 
O* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 

other means 

'P' document published prior to the intemaoonal filing date but 
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— seaichableclaims. 
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Feid 1 Bemerkungen iu den Aiupruchen, die sich lis nkht rechcxchieibax crwie«n*aben (Fortsenung von funM 1 air Ulan I) 



Gemafl Artikel H(2)a) wurde aus foigenden Griinden fur bcsummie Anspruche kein Recherchcnbericru ersiellt 
L E C^ P Silfwh N a r uf Gegens tilde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet isu namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 13 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/Herischen Korpers bezieht, wurde^dte Recherche dureh* 
gefuhrt und grundete sich auf die angefiihrten Wlrfcuhgen der Verblndung/ 
Zusamrnensetzung. 

^^^tich'luf Teile dcr intcmationaJen Ajimeldung beziehen, die den vorgeschriebehen Anforderungen 10 wenig entsprechen, 
dafl einc smnvolle incernauonaJe Recherche nicht durchgefuhrl werden kann, namlich 



CeU P eVt!ch dabei urn abhangige Anspruche handell. die nicht tntsprechend Satt 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feid II Bemerkungen bci mangelndcr Einhcitlichkcit dcr Erfindung (Fortscczung von Punkt 2 auf BUtt I) 



Die international RecheTchenbehcrde hal fesigestelll, dafl diese international Anmeldung mehrere Erfindungen enthalL 



1 I 1 Da der Anmelder aile erforderlichen zusatiiichen Recherche ngebuhr en rechtzeiiig entrichtet hat, crureckt sich dreser 

' L_l iniernauonaie Recherchcnberichl auf aile recherchierba/en Anspruche der intemationaien Anmeidung. 

2 I I Da fur alk recherchierbaren Anspruche die Recherche ohnc einen Arbensaufwand durchgefuhrt werden konnt*. der eine 
L — 1 zusiziiche Rechcrchengebuhr gerechtferiigt hatie. hat die Internauonale Rtcherchenbe horde ruchl zur Zahlung emer solchen 

Gebuhr aufgeforderL 

7 I 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusaniichen Rrcherchengebuhren res^tzeiug entrichtet hau erstreckt sich dieser 

3 * l_l Surnax^Ie Recllerchenber^ht nur auf die Anspruche der incxrnauonaJen Anmeidung. fur die Gebuhren eninchtet worden 
jind, namlich auf die Anspruche Nr. . 



A I I n*r Anm«lder hat die erforderlichen zusatzJichen RecheTche ngebuhr en nicht rechueitig enuichtec Der inter nationale Recher- 
4 - U tartJfii "Sh daher auf die in den Anspruchen luerst erwahnte Mndung; diese ,st in folgenden Anspruchen er- 
faflL 



Bemerkufigen hinachtiich ana Wufcrspruchs 



Die zusatzJichen GebUhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlL 
Die Zahlung zusaLzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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